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Резюме. Для всех исследуемых групп была выявлена однородность 
свойств аннулярного липидного фонда и гетерогенность общего липида. При 
этом микровязкость аннулярных липидов была снижена по сравнению с общим 
липидным слоем. Было также установлено, что при таких заболеваниях печени, 
как хронический гепатит с минимальной клинико-лабораторной активностью и 
цирроз происходили существенные изменения физического состояния липид-
ной фазы плазматических мембран эритроцитов. Структура всего липидного 
бислоя (и аннулярного и общего) становилась более упорядоченной, жесткой, 
увеличивалась его микровязкость, особенно в области общего липидного фон-
да, удаленного от белков. Конформационные изменения в мембране выража-
лись в уменьшении доступности белков для тушения пиреном и эффективности 
тушения, что сопровождалось также уменьшением триптофанилов, доступных 
тушению зондом. Такие нарушения в мембранах эритроцитов, несомненно, 
должны приводить к изменению функционального состояния клетки и являться 
одними из важнейших параметров, сопровождающих данные заболевания.  
Ключевые слова: мембранные и ферментные системы, липидный бис-
лой, заболевания печени. 
Abstract. At diseases of a liver (chronic hepatites with the minimal of clinic-
laboratory activity and cirrhosis) by fluorescent method has been established the es-
sential changes of the physical condition of lipid phase of plasmatic erythrocytes 
membranes. The structure of lipid bilayer (annular and general) became more or-
dered, rigid. Its microviscosity has been increased, especially in the field of the gen-
eral lipid which has been removed from the proteins. Conformation changes in a 
membrane were expressed in decreasing of accessibility of proteins for suppression 
of pyren and efficiency of suppression that was accompanied also by reduction of 
quantity of thryptofan, accessible to suppression. Such infringements in the plasmatic 
erythrocyte membrane should lead to change of a functional condition of a cell and 
must be one of the major parameters which are accompanying the given diseases. 
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Современный подход к изучению патогенеза заболеваний, требует иссле-
дования патологических процессов на уровне клеток, субклеточных структур и 
их мембранных и ферментных систем. Биологические мембраны постоянно на-
ходятся под воздействием разнообразных молекул, которые поступают из меж-
клеточной среды и цитоплазмы. К таким молекулам относятся гормоны, белки, 
лекарственные вещества, метаболиты и др. Эти вещества либо прямо действу-
ют на мембрану, либо связываются с ней, либо проникают через мембрану в 
клетку. Поэтому изменения в структурно-функциональной организации кле-
точных мембран будут являться основополагающими факторами для реализа-
ции целого ряда патологических состояний и, как полагают, во многих случаях 
будут первопричиной заболевания или его наиболее тяжелых симптомов. Мно-
гими авторами установлены существенные изменения в структурно-
функциональном состоянии мембран при различных заболеваниях, в том числе 
и при заболеваниях печени [2, 8, 9, 10, 11].  
Такие клетки, как эритроциты, первыми вступают во взаимодействие со 
всеми эндо- и экзогенными химическими соединениями перед их биотранс-
формацией в печени. Нарушения структуры и физико-химических свойств 
мембран эритроцитов могут оказать влияние на транспорт различных соедине-
ний и их передачу от эритроцитов к гепатоцитам. И, наоборот, метаболиты, об-
разующиеся в гепатоцитах и поступающие в русло крови, при различных видах 
патологии печени могут индуцировать нарушения целостности мембран и 
внутриклеточного метаболизма эритроцитов. Функционирование мембранных 
рецепторов и ферментов в значительной мере определяется физическим со-
стоянием (в частности микровязкостью) их липидного окружения.  
Для исследования состояния липидного бислоя мембран широко приме-
няются различные флуоресцентные зонды. Одним из них является пирен, обла-
дающий рядом полезных свойств [6]. Пирен способен образовывать долгожи-
вущие комплексы (10-7 с), эксимеры, причем из-за большого времени жизни ве-
роятность образования эксимеров достаточно высока при низких концентраци-
ях зонда, которые практически не нарушают структуру мембраны. Кроме того, 
благодаря перекрыванию спектров поглощения зонда и спектров испускания 
триптофанилов, происходит индуктивно-резонансный перенос энергии (ИРПЭ) 
с мембранных триптофанилов на пирен, и возбуждаются молекулы пирена, 
расположенные в непосредственной близости к мембранным белкам [5], что 
позволяет определить расположение белков и липидов относительно друг дру-
га. 
Поэтому целью нашего исследования было: 1) изучить с помощью флуо-
ресцентного зонда пирена структурно-физическое состояние липидного бислоя 
мембран эритроцитов при таких заболеваниях печени, как хронический гепатит 
с минимальной клинико-лабораторной активностью и цирроз; 2) оценить воз-
можные конформационные изменения мембранно-связанных белков и липид-
ной фазы мембран при данных заболеваниях. 
Методы 
Исследованы мембраны эритроцитов 33 больных с хроническими заболе-
ваниями печени. Из них 21 человек – больные хроническим гепатитом с мини-
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мальной клинико-лабораторной активностью (ХГ), 12 человек – больные цир-
розом печени (ЦП). Контрольную группу составили 14 практически здоровых 
доноров. Выделение плазматических мембран эритроцитов проводили по мето-
ду [1, 7]. В качестве среды измерения использовали фосфатный буфер pH 7,4. 
Концентрацию белка в исследуемых растворах мембран измеряли по Лоури. 
Конечные рабочие концентрации пирена в растворах мембран составили 1-10 
мкмоль. Спектры флуоресценции регистрировали с помощью спектрофлуори-
метра СФЛ 1211–А с использованием кварцевой кюветы 1Х1 см. Титрование 
мембран пиреном проводили следующим образом. К 2 мл суспензии мембран с 
концентрацией белка 0,1 мг на 1 мл при интенсивном перемешивании порция-
ми по 2 и 4 мкл добавляли раствор пирена в этаноле. Через 5 минут инкубации 
при 25°С с очередной порцией зонда регистрировали спектры флуоресценции 
мономерной (Fм) и эксимерной (Fэ) формы пирена в максимумах эмиссий 374 и 
470 нм соответственно. Возбуждение флуоресценции проводилось на длинах 
волн 286 и 337 нм. Нами также учитывалось то, что при длине волны 286 нм 
наряду с пиреном, вклад в регистрируемый сигнал вносят также сами остатки 
триптофана. Вклад триптофановой эмиссии в области свечения мономерной и 
эксимерной форм пирена учитывали путем сравнения со спектром триптофано-
вой флуоресценции мембран эритроцитов без пирена (вычитали). Коэффициент 
эксимеризации пирена    
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                 рассчитывали также для двух волн 
возбуждения 286 (N286) и 337 (N337) нм.  
Статистическую обработку проводили с помощью программы «Statistica» 
с использованием методов оценки нормальности распределения Колмогорова-
Смирнова, Лиллиефорса и Шапиро-Уилка. Достоверность различий рассчиты-
вали с помощью непараметрического дисперсионного анализа по методам 
Фридмена и Вилкоксона, а также Краскела-Уоллиса и Манна-Уитни с учетом 
поправки Бонферони. 
Результаты и обсуждение 
В группах больных ХГ и ЦП и в контрольной группе нами были изучены 
спектры флуоресценции мембран эритроцитов и спектры пирена, добавленного 
к суспензии мембран. Спектры флуоресценции мембран эритроцитов для всех 
исследуемых групп имели один хорошо выраженный максимум при длине вол-
ны 333 нм, обусловленный остатками триптофана белков (рис. 1). Положение 
этого максимума свидетельствовало о том, что триптофановые остатки нахо-
дятся в неполярном, гидрофобном окружении [3, 14]. Величина интенсивности 
флуоресценции мембран F0 в максимуме составила для контрольной группы 
0,73±0,02 усл. ед. В группе больных ЦП данный показатель достоверно сни-
жался на 25% по сравнению с КГ и составил 0,55±0,04 усл. ед. (p=0,0013), а в 
группе больных ХГ – на 21% и был равен 0,58±0,05 усл. ед. (в данной группе 
достоверных различий от контрольной группы не наблюдалось).  
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Рис. 1 Спектр флуоресценции мембран эритроцитов (0,1 мг белка в 1 мл) 
без пирена (1) и в присутствии пирена в концентрации 2 мкмоль (2); возбужде-
ние светом с длиной волны 286 нм. 
 
При добавлении пирена к суспензии мембран эритроцитов наблюдался 
ИРПЭ с остатков триптофана на пирен, который сопровождался тушением 
флуоресценции остатков триптофана и увеличением интенсивности флуорес-
ценции пирена [4, 12] (рис. 1). Известно также [4, 5, 8, 12], что при возбужде-
нии светом с длиной волны 337 нм флуоресценция принадлежит суммарному 
пирену, локализованному как вблизи белка, так и в невозмущенном белками 
липидном бислое (общий бислойный липидный фонд). При возбуждении све-
том с длиной волны 286 нм – пирену, расположенному в прибелковой области 
и возбуждаемому за счет безызлучательного переноса энергии с мембранных 
триптофанилов на пирен (аннулярный липидный фонд).  
Анализ полученных экспериментальных данных выявил следующие за-
кономерности. Зависимость коэффициента эксимеризации пирена в плазмати-
ческих мембранах эритроцитов от концентрации зонда в двойных обратных ко-
ординатах приведена на рис. 2.  
Во всех исследуемых группах для пирена, расположенного в области ан-
нулярных липидов, данная зависимость была линейна, тогда как для суммарно 
возбуждаемого пирена она имела нелинейный вид. Это свидетельствовало о 
достаточной однородности аннулярного липидного фонда и гетерогенности фи-
зических свойств общего бислойного липида. Полученные нами данные согла-
суются с теоретическими и экспериментальными данными, приведенными мно-
гими авторами о наличии мембранных липидов с различными физическими 
свойствами [8, 12, 13]  
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Рис. 2. Зависимость обратной величины степени эксимеризации пирена от кон-
центрации зонда в мембранах эритроцитов в КГ и при заболеваниях печени 
(ХГ, ЦП): 1 – при возбуждении светом с длиной волны 286 нм, 2 – при возбуж-
дении 337 нм. 
 
Нами также было установлено, что для всех исследуемых групп обратная 
величина коэффициента эксимеризации пирена в области общего липидного 
фонда была меньше, чем в области аннулярных липидов: на 34-81% для КГ, на 
45-86% для группы больных ХГ и на 39-79% для больных ЦП (для концентра-
ций пирена 1-10 мкмоль соответственно). Это означает, что текучесть аннуляр-
ного липида повышена, а микровязкость понижена по сравнению с общим ли-
пидом и эта закономерность не зависит от тяжести заболевания. Аналогичное 
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уменьшение микровязкости в области аннулярных липидов было получено в 
работе [12] для синаптических мембран мозга крыс. В качестве объяснения по-
лученных результатов были высказаны предположения об избирательной элек-
тростатической ассоциации с белками кислых фосфолипидов или о возможном 
разупорядочивающем влиянии экспонированных в гидрофобную область заря-
женных аминокислотных остатков. Однако для более точной оценки микровяз-
кости обоих липидных фондов необходимо независимое определение доли ан-
нулярного липида или коэффициента распределения зонда между липидными 
фондами. 
В то же время при заболеваниях печени каждый из липидных фондов 
претерпевал следующие изменения (табл. 1).  
Таблица 1 
Зависимость степени эксимеризации пирена (N337 и N286) от концентрации 
зонда (с, мкмоль)  
в суспензии мембран эритроцитов 
 
с  
N337 N286 
КГ ХГ ЦП КГ ХГ ЦП 
1 0,21±0,02 0,12±0,011 0,11±0,021 0,32±0,05 0,22±0,032 0,18±0,021 
2 0,29±0,02 0,17±0,011 0,15±0,031 0,62±0,10 0,44±0,062 0,36±0,061 
4 0,38±0,02 0,24±0,021 0,24±0,041 1,06±0,18 1,01±0,122 0,64±0,121 
6 0,43±0,03 0,29±0,021 0,29±0,031 1,48±0,27 1,57±0,152 1,11±0,171 
8 0,46±0,04 0,35±0,021 0,29±0,041 1,85±0,36 2,29±0,162 1,14±0,201 
10 0,53±0,06 0,39±0,031 0,35±0,041 2,73±0,67 2,75±0,222 1,70±0,241 
Примечание. Достоверность различий по сравнению: 1 – с КГ, 2 – с группой ЦП. 
 
Величина соотношения эксимерной и мономерной флуоресценции пирена 
N337 в области общего липидного бислоя мембран эритроцитов достоверно 
снижалась по сравнению с КГ: у группы больных ХГ – на 23 – 43% (p=10–6), у 
больных ЦП – на 33 – 48% (p=10-6). В области аннулярного липида коэффици-
ент эксимеризации пирена N286 достоверно снижался только в группе больных 
ЦП на 25-44% по сравнению с КГ. В группе больных ХГ данный показатель не 
отличался от КГ, оставаясь достоверно выше коэффициента эксимеризации в 
группе больных ЦП на 22-100% (p=10–6) для разных концентраций зонда. Сни-
жение степени эксимеризации пирена в группах больных ХГ и ЦП по сравне-
нию с КГ может быть обусловлено уменьшением латеральной диффузии зонда 
и увеличением структурной упорядоченности липидного бислоя, а, следова-
тельно, и микровязкости мембран эритроцитов при данных заболеваниях. При-
чем при циррозе печени увеличивалась микровязкость как общего липида, так и 
липидного слоя в прибелковой области. При хроническом гепатите с мини-
мальной клинико-лабораторной активностью увеличение микровязкости было 
характерно только для области общего липида, прямо не взаимодействующего 
с белками. Таким образом, при данных заболеваниях печени мембрана эритро-
цитов становилась более жесткой, упорядоченной, увеличивалась микровяз-
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кость ее липидного бислоя, однако, наибольшие изменения происходили при 
циррозе печени и в области липида, свободного от влияния белков (таблица 1). 
Используя метод ИРПЭ можно также изучить взаимное расположение 
белков и липидов клеточных мембран. Согласно [6], в сложных белково-
липидных системах доноры энергии (триптофановые остатки) находятся на 
разном расстоянии от акцептора (пирена), распределенного в липидном слое, и 
условно делятся на две группы. К первой группе относятся белки, расположен-
ные близко к липидам, принимающие участие в переносе энергии и доступные 
тушению пиреном (доноры первой группы). Вторая группа – это более удален-
ные части белковых молекул или несвязанные с мембранами белки, практиче-
ски не подвергающиеся тушению (доноры второй группы). 
Анализ данных о тушении пиреном флуоресценции триптофановых ос-
татков в мембранах эритроцитов в двойных обратных координатах показал, что 
для всех исследуемых групп экспериментальные точки укладывались на пря-
мые линии (рис. 3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рис. 3. Зависимость тушения флуоресценции остатков триптофана в мембранах 
эритроцитов в контрольной группе (1), в группе ХГ (2) и в группе ЦП (3) от об-
ратной концентрации зонда. 
 
Наблюдалось достоверное увеличение обратной величины степени туше-
ния триптофановой флуоресценции в группе больных ЦП и ХГ по сравнению с 
КГ: на 20–34% для ХГ (р=10–6) и на 14–36% для ЦП (р=10–6). Рост данного по-
казателя и различные углы наклона зависимостей, полученных в группах ХГ и 
ЦП по сравнению с КГ, свидетельствовали об уменьшении эффективности пе-
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реноса энергии с мембранных триптофанилов на пирен для исследуемых групп 
больных. Помимо этого, экстраполяция экспериментальных данных к беско-
нечной концентрации акцептора (   ∞→c   ) позволила рассчитать относитель-
ное содержание доноров первой группы  F2/F0, которое определялось обратной 
величиной отрезка, отсекаемого прямыми на оси  
 
FF
F
−0
0
 (рис. 3, табл. 2).  
Таблица 2 
Параметры физического состояния липидной фазы мембран эритроцитов  
при заболеваниях печени и в контрольной группе (относительное содержа-
ние доноров первой группы (F2/F0) и θ) 
F2/F0 θ 
КГ ХГ ЦП КГ ХГ ЦП 
0,71 0,59 0,63 0,85±0,05 1,29±0,09 1 1,66±0,18 1 
Примечание. 
1 
– достоверность различий по сравнению с КГ. Пояснения для θ 
см. в тексте. 
 
Доля триптофанилов, доступных тушению пиреном, также уменьшалась в 
группах ХГ и ЦП по сравнению с КГ (на 17% и 11% соответственно) и состав-
ляла 71% суммарного триптофана для КГ, 59% – для группы больных ХГ и 63% 
– для группы ЦП.  
Полученные экспериментальные данные позволил также оценить среднее 
расстояние между поверхностью бислоя и донорами первой группы. Это можно 
сделать, анализируя параметр θ, который характеризуется величиной тангенса 
угла наклона концентрационной зависимости тушения пиреном флуоресценции 
мембранных триптофанилов, представленной на рис. 3. Величина θ в наших 
экспериментах достоверно увеличивалась на 52% в группе больных ХГ 
(p=0,0016) и на 95% в группе больных ЦП (p=0,0043) по сравнению с КГ (табл. 
2). Это указывало на увеличение расстояния между белками – донорами первой 
группы и акцептором энергии – пиреном, а, следовательно, в уменьшении дос-
тупности белка для тушения пиреном. Возможно, при данных заболеваниях 
происходило изменение конформационного состояния мембранных белков, ко-
торое выражалось в более глубоком погружении белков в мембрану эритроци-
тов относительно липидного бислоя, либо в перестройках белковых молекул на 
уровне третичной и четвертичной структуры. 
Заключение 
В результате проведенных экспериментов была выявлена однородность 
свойств аннулярного липидного фонда и гетерогенность общего липида, что 
было характерно для всех исследуемых групп. Причем микровязкость аннуляр-
ных липидов была снижена по сравнению с общим липидным слоем. Также 
можно сделать вывод о том, что при таких заболеваниях печени, как хрониче-
ский гепатит с минимальной клинико-лабораторной активностью и цирроз про-
исходили существенные изменения физического состояния липидной фазы 
плазматических мембран эритроцитов. Структура всего липидного бислоя (и 
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аннулярного и общего) становилась более упорядоченной, жесткой, увеличива-
лась его микровязкость, особенно в области общего липидного фонда, удален-
ного от белков. Конформационные изменения в мембране выражались в 
уменьшении доступности белков для тушения пиреном и эффективности туше-
ния, что сопровождалось также уменьшением доли триптофанилов, доступных 
тушению зондом. Уменьшалась также величина интенсивности собственной 
флуоресценции мембранных триптофананилов. Такие нарушения в мембранах 
эритроцитов, несомненно, должны приводить к изменению функционального 
состояния клетки и являться одними из важнейших параметров, сопровождаю-
щих данные заболевания.  
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